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StudyofElectricalStimulationUsingPhotoelectricDye-coupledFilms
YOshihisaMATsuuRA
Theaimofthisstudywastoevaluatetheeffectofaphotoelectricdye-coupledpoly-
ethylenefilmonboneformation,asanewapplicationtechniquetoactivateosteogenesis
indentistry.Photoelectricdyewascoupledwithpolyethylenefilmsthroughamidelink-
ages,whichabsorblightandconvertphotonenergytoelectricpotentials.Histological
investigationofboneformationfollowingtheelectricalstimulationbyphotoelectricdye-
coupledfilmswithvisiblelightirradiationwasconducted.
InthisstudyweusedthephotoelectricdyeNK-5958(3-(carboxymethyl)-2-[2-[4-
(dimethylamino)phenyl]ethenyl]-naphtho[2,1-d]thiazoliumbromide.
Thedyewascoupledwithapolyethylenefilmthroughamidelinkage.Carboxyl
moietieswereintroducedtothepolyethylenefilmsurfacebyreactingwith97%fuming
nitricacidat78°Cfor18mininaflask.Then,thecarboxylmoiety-bearingfilmunder-
wentamidelinkagethroughtheformationofethylene-diaminebondsbetweencarboxyl
moietiesofthefilmanddyeinthecatalyticpresenceofdicyclohexylcarbo-diamideina
reactionsolvent,chlorobenzene,at35°Cfor24hours.Thedye-coupledfilmwasfinally
washedwithchlorobebzene.Thesechemicalprocessesweremonitoredbyinfraredand
visiblelightabsorptionspectratoconfirmsuccessfulreactions.
Osteoblast-likecellsisolatedfromnewbornratcalvariausingsequentialenzyme
digestionwereappliedtoaninvitroexperiment.Thecellswereculturedondye-coupled
filmsordye-uncoupledplainfilmsandirradiatedwithvisiblelight(diodelaser,wave-
length:532nm,powerdose:2.OmW/cm2,10min/day)for3days.Afterthecellculture,
thenumberofcellswascountedtoevaluatetheeffectsoftheelectricstimulationoncell
proliferation.
Theproliferationofosteoblast-likecellsculturedondye-coupledfilmswaspro-
motedbyelectricalstimulation,andthenumberofcellswasmuchgreaterthanthatof
cellsculturedondye-uncoupledfilms.
Theseresultsindicatethatphotoelectricdyecouldbecoupledtoapolyethylenefilm,
andthisdye-coupledfilmcombinedwithvisiblelightirradiationcouldinducethepro-
liferationofosteoblast-likecells.
keywords:photoelectricdye,electricstimulation,boneformation
受付:平成21年3月30日,受理:平成21年5月l9日
奥羽大学大学院歯学研究科加齢口腔科学領域歯内・歯周
療法学専攻
(指導:横 瀬敏志教授)
DepartmentofEndodonticsandPeriodontics,
OhuUniversityGraduateSchoolofDentistry
(Director:Prof.satoshiYokosE)
緒 言
骨は重力によりその機能 ・形態を維持 している。
一度形成 された骨は圧縮や引張 りなどの機械的荷
重(メ カニカルプォース)に 対応 して常に三次元
的な改造が行われ新生骨の添加による補強と不要
部分の吸収が行われ,こ れはWolffの法則 として
知 られて い る1-4)。最近の研究 では メカニ カル
フォースを骨組織が感知する機構として骨芽細胞
と骨細胞にその受容体が存在することが指摘 され
てお り5-7),骨細胞は骨組織1mm3に約25,000個
存在 し,機械的荷重 により骨が変形す ると骨小腔
や骨細管内の細胞液が流動 し刺激が認識 され骨の
改造が行われると考えられている。
これらメカニカルフォースと骨組織の関係を背
景にして骨や軟骨の修復に関する物理的な治療は
1950年代 から検討 され8,9),力学的な刺激が骨内
部に電気現象を生 じることで仮骨形成 を促進す る
ことが確認 されている。この原理は整形外科領域
において骨折や偽関節などの骨治癒促進に物理療
法10,11)として応用され,埋 入式 あるいは半埋入式
直流電流8),静電結合電場(CCEF)12,13),パルス
磁場(PEMF)14-16),低出力パルス超音波(LIPUS)6),
交流電気刺激l7)などが実用化 されている。電気的
仮骨において保田らは8)陰極周辺では1～100μA
の 電 流 で 骨 増 生 が 盛 ん に な る と報 告 し,
Friedenbergらl8）も5～20μAにおいて陰極周囲
に骨形成が明確であると報告 している。
一方,歯科保存治療の対象となる顎骨において
も形態形成および骨塩量の維持にR咬 むことによ
るメカニカル フォースが関わっていると考えられ
てい る１9)。齲蝕,歯 周病 によ り歯 を喪失す ると,
歯槽骨は次第に吸収 して歯槽突起がほとんど消失
することがある。 この ように顎骨はメカニカル
フォースと密接 に関連 している組織であるが,こ
れまで歯槽骨 に応用 されてきた骨再生療法は,骨
欠損 部へ の 自家骨 移植,人 工 骨補 填 材20,21)や
GuidedTissueRegeneration(GTR)22)などを用
いる方法であった。自家骨や人工骨補填材は有効
な骨再生の手段であるが,生 物由来材料は未知の
疾患を引き起 こす可能性があり,人工材料では副
作用や生体適合性 などの問題20,22,23)を解決 しなけ
ればならない。また,現 行の骨再生療法では再生
骨量の大 きさは自然治癒力に依存 しているため予
定の骨量 を得 られないなどの問題がある。
そこで近年,歯 科 においても電気刺激による歯
周組織への影響が検討 され,電 気的刺激が歯槽骨
の リモデ リングや矯正処置における歯の移動 を促
進す ることなどが報告 されている24～27)。これは直
接的な電気刺激や外力により生 じるピエゾ電流19,25)
による作用である。 しかし,歯槽骨増生 ・維持の
手段 として電気刺激を応用する場合,数 μA程度
の電流 を持続的に流 し続けるためには電源が必要
になり装置はある程度の大 きさとなるため,呼吸 ・
咀嚼 ・発音と多くの機能 を担当す る口腔に常時設
置す るのは困難である。そこで,電 源の不要な電
気刺激手段 として光電変換色素 をGTRメ ンブレ
ンに応用することを考えた。
光 を電気に変換する技術 としてはシリコン型太
陽電池が一般的であるが基板に柔軟性がなく,歯
槽骨再生のような狭 く多様 な形態 をした部分に埋
入す ることは困難である。一方,色 素増感型薄膜
太陽電池の多くは光電変換色素をポ リマーに結合
して電極 とし28),電子をナノ結晶半導体膜に供給
して電池としている。ポ リマーを基板とす る色素
増感型太陽電池の構造 は柔軟で歯科領域に応用 し
やすいと考えられる。 このような光電変換色素結
合ポ リマー膜は人工網膜への応用が検討 されてい
る29-31)。光電変換色素膜(人 工網膜)が 光 を吸収
して誘導す る電位差により細胞のイオ ンチャンネ
ル を開閉 し,網膜細胞 を刺激 し視覚の回復 を図っ
ている。
光電変換色素をGTRメ ンブレンに応用 して電
気的刺激による骨代謝の活性化 を促 し,目的の骨
量を確実に得る能動的な骨増生手段は歯科領域に
おいて も有用と考えられる。
本研究では,光 電変換色素膜 を製作 し,光エネ
ルギーを電気的刺激に変換することで骨形成の制
御 を検討 した。
材料および方法
1.光電変換色素結合膜の製作
光電変換色素を結合 し配向させる基板 には,松
尾 ら29～31)の方法に従 って,高 密度型ポ リエチ レ
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図2製 作された光電変換色素膜
図1ポ リエチレンフィルム(PE)への光電変換色素結合過程
a:PEヘカルボキシル基を導入するための硝酸処理。
b:硝酸処理後PEのカルボキシル基ヘアゾ基の導入。
c:アゾ基結合後PEへ光電変換色素(Nk-5958)の導入。
ンフ ィル ム(軟 化温 度80℃,厚 さ25μm,以 下
PE)を 用 いた。PEへ のカル ボキ シル基の導 入R,
50ml三角 フ ラス コ内に97%発煙 硝 酸(和 光純 薬,
大 阪)20mlを 入れ,金 線でPEを 保 持 して液相
中 にて18分間78℃で加 熱処 理 した。 ポ リエ チ レ
ン鎖 を部分 的切 断 し表面 にカル ボキ シル基 を生成
した。反応 後PEは 中性 になる まで蒸留 水で流 水
洗 浄 し,大 気 中 にて 自然 乾燥 させ た(図1a)。 つ
ぎに,光 電変換色素 結合 の足 場 となるア ゾ基 をカ
ル ボキ シル基 に結合 させ るためエチ レンジア ミン
と反応 させた。エチレンジアミン(和光純薬)1×10-5mol
を ク ロロベ ンゼ ン(和 光 純 薬)20mlに 溶 解 し,
さ らに触 媒 と してdicyclohexylcarbodiamine(和
光純 薬,以 下DCC)を1×10-5mol加えて50ml
三角 フ ラス コ内にて硝 酸処 理後PEと35℃ に保温
して48時間反応 させ た。 反応 後 の ア ゾ基 結合 後
PEは ク ロロベ ンゼ ンで洗 浄 して大気 中 にて 自然
乾燥 させ た(図1b)。 最終 的 なア ゾ基 結合 後PE
と光電変 換色素 の結合 は,光 電変 換色素
Nk-5958:31(Carboxymethyl)-2-
[2-[4-(dimethylamino)phenyl]ethenyl]-
naphtho[2,1-d]thiazolium,bromide,
(λmax=556nm,MW=469.40,林原 生物 化 学
図3光 電変換色素膜上の培養細胞に対 して,
インキュベーター内でプレー ト下面から
レーザー光照射を行っている様子
研究所,岡 山)1×10-5mo1をクロロベンゼン20
mlに可及的に均一に分散 させて触媒のDCC(1
×10-5mol)加えた反応液20mlを三角フラスコ内
に入れ遮光 し,35℃に保温 して24時間反応 させ
た。反応後,光 電変換色素結合PEを クロロベン
ゼンにて洗浄後,大 気中にて自然乾燥 させて光電
変換色素膜(図2)を 作製 した(図1c)。
2.光 電変換色素結合状態の分析
反応過程におけるPE表 面形態変化は走査電子
顕微 鏡(sEM)(sEDEXTypeN,日立,東 京)
を使用 し観察 した。処理過程のPEを 試料台に導
電性接着剤を用いて固定 し,Pd蒸着器(イ オ ン
スパ ッター,E-lO10,日立,東 京)に て60秒間
行い,試 料 とした。また,PE物 質構造分析 には
近赤外分光光度計(Nexus670,サーモニコレー,
神奈川)を 使用 し,分解能:4cm-1,スキャン回
数:64回,透過法 にて試料 の赤外吸収 スペク ト
ルを測定 した。また,光 電変換色素膜の吸光特性
図4光 電変換色素膜の製作,各 工程における走査顕微鏡像(倍率5万 倍)
a:未処理PE
b:硝酸処理後PE
c:アゾ基結合後PE
d:色素結合後PE
は紫外可視分光光度計(U14000,日立,東 京)
を用いて,測 定波長域:240～800nm,スキャン
スピー ド:自動,ス リット:2-00nmの条件で透
過法にて測定 した。
3-光照射装置
光電変換色素膜の分極 を誘導するための光源に
は,組 織透過性の良いレーザー光を用いた。 レー
ザー光は光電変換色素膜の光吸収特性 に合わせて
532nmの波長(緑色)を持つ試作半導体 レーザー
照射装置(出 力2.OmW,吉田製作所,東 京)を
用いた。
4-実 験 方 法
培養実験に用いた細胞の採取は奥羽大学実験動
物取 り扱い基準に則って行った。
骨芽細胞様細胞の採取はYokose32)らの方法に
従った。エーテル麻酔下にて生後1日sDラ ット
(日本 クレア,東 京)よ り頭蓋骨を無菌的に切 り
出 し,頭 蓋 骨組 織 をimm角 の小 片 に分 割 した。
骨 組 織 片 に0.l%collagenase,0.05%trypsin,
4mMEDTA-2Na(和 光 純 薬)を 添 加 し,
phosphatebufferedsaline(PBs,ニッスイ製 薬,
東 京)か らな る酵 素 液 を3ml加 え,コ ニ カル
チ ューブ(Falcon,Labware,UsA)内で37℃,
20分間 振盈 し細胞 を分離 し,上 澄 みの 細胞 を含
む酵素液 を回収 して遠 心分離 にて細胞成分 を収集
した。再度,残 った骨 組織片 に酵素液 を加 えて 同
処 理 を6回 繰 り返 し細 胞 を収集 した。分 離 した骨
芽 細 胞 様 細 胞Ri50mmシ ャ ー レ(Falcon,
Labware,UsA)に10%仔ウシ血清 とペニ シ リン
Gカ リウム(1001U/ml,明治製 菓,東 京),硫 酸
ス トレプ トマ イシ ン(100μg/ml,明治 製菓,東 京)
を 添 加 し た α1minimumessentialmedium
(αーMEM,GibcoLaboratories,UsA)をイ
ンキ ュベ ー ター(37℃,5%CO2)内 で培 養 した。
図5光 電変換色素膜の製作,各工程における赤外分光分析の結果
a:未処理PE
b:硝酸処理後PE
c:色素結合後PE
青矢印:硝酸処理後PE,色素結合後PEでカルボキシル基を示す特性スペク トルの増強が測定された。
赤矢印:色素結合後PEでアゾ基を示す特性スペク トルの増強が計測された
Ab8
図6光 電変換色素膜の製作,各 工程における紫外可視分光分析の結果
a:未処理PE1-ー
b:硝酸処理後PE-ー1
c;色素結合後PE1-1
色素結合後PEの吸収スペク トルは380nm付近にピークが測定された(矢印)。
細 胞 がsubconfluentに達 し た と こ ろ で0.05%
trypsin,4mM2NaFEDTAを含むPBSbufferで
細 胞 を剥 離 して 回収 し実験 に用いた。
色素 非結合PE膜(対 照群)と 光電 変換色 素膜
(実験 群)を そ れ ぞ れ0.4μmCellcultureinsert
(Faｌcon,FLabware,USA)の基 底 部 に 固 定 し た 。
Cellcultureinsert内側 に 骨 芽 細 胞 様 細 胞 を 細 胞
密 度(4×105cells/well)で播 種 し,10%仔 ウ シ
b実 験群
図7骨 芽細胞様細胞に対する光電変換色素膜の電気的刺激効果
a:照射3日 目の対照群,光電変換色素膜上の培養細胞に対するヘマ トキシリン染色倍率40倍。
b:照射3日 目の実験群,光電変換色素膜上の培養細胞に対するヘマ トキシリン染色倍率40倍。
c:照射3日 目に対する細胞増殖の変化。
口;対 照群;実 験群
血 清 添 加 α-MEMを 入 れ た6-multiwellplate
(Falcon,FLabware,USA)に挿 入 して 実験 に 使
用 した。光電変 換色素膜 に対 して,培 養 開始 後2
日目よ り,イ ンキ ュベー ター内でプ レー ト下 面か
ら レーザ ー光 を出力2.OmW,1日10分 間 ずつ 照
射 し,開始3日 目に細胞 の反応 を比較検 討 した(図
3)a
5.培 養 細胞の細胞 増殖 について
培養細胞 に おけ る光 電変換 色素膜の電気 的刺激
効果 につ いて,照 射 開始後3日 目にて採取 した細
胞 をcellcountingkit(和光純 薬)を 用い,マニ ュ
ア ル に従 っ て,細 胞 増 殖 につ い て 測 定 した。
6-multiweilplateの各細 胞 群 をPBsで 洗 浄 後,
各wellに500μlのEarle液と100μlの反応 液 を
加 え,37℃,5%CO2の 下で20分間培養 した。 そ
の後,培 養 上清 を回収 し,波 長450nmの吸光度
を測定 した。 また,採 取 した培 養 細胞 を10%中
性緩衝 ホル マ リンにて固定 した。 エ タノール脱 水
後 ヘマ トキシ リン染色 にて核染 を行 い,光 学顕 微
鏡 下(倍 率40倍)に て形態 を観 察 した。
6.統 計 処 理
培養細胞での実験群 と対照群の細胞増殖の差は
Mann-WhitneyU-testにより検定 した。
結 果
1.光電変換色素膜の製作過程 におけるPEの
構造分析
PE表面構造 をsEMで 観察(倍 率5万 倍)す
ると,硝 酸処理後PE表 面は微細なヒダ状呈 し,
エチレンジア ミンによるアゾ基結合後PEで は比
較的滑 らかな表面を呈 していた。色素結合後PE
表面でR再 び微細 なヒダ状 を呈 していた(図4)。
PEの分子構造について近赤外吸光分析結果で
は,未 処理PEに 比較 して硝酸処理後PEお よび
色素結合後PEに おいて,カ ルボキシル基 を示す
特性 スペクトルの増強がWavenumber:1650cm-1
付近で確認 された(図5)。 また,硝 酸処理PE
後に比較 して色素結合PE後 ではカルボキシル基
の特性スペク トルの減弱が見 られ,ア ゾ基 を示す
特性スペクトルの増強がWavenumber:1600cm-l
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付近で確認された。
光電変換色素膜の吸光特性について紫外可視分
光分析により測定すると,未処理PE,硝 酸処理
後PEに 比較 して色素結合後PEの 吸収スペク ト
ルでは380nm付近に吸収特性の増強が観察 され
た(図6)。
2.骨芽細胞様細胞に対する光電変換色素膜の
電気的刺激効果
培養細胞の細胞増殖について,照 射3日 目では,
実験群の光電変換色素膜上の骨芽細胞様細胞にお
いて,レ ーザー光が照射 された部位 を中心に増殖
が見 られた(図7b)。しか し対照群では変化が見
られなかった(図7a)。照射群は対照群に比較 し,
細胞数は約154%となり,有 意な増加傾向が示 さ
れた(図7c>。
考 察
本研究では,新 たな歯槽骨再生療法として従来
のGTRメ ンブレンに比較 して薄 く柔軟な光電変
換色素膜 を製作 し,光エネルギーを電気刺激に変
換す ることで骨形成の制御が可能か検討 した。
光電変換色素Rス チ リル系色素NK-5958を用
いた。 スチ リル系色素でRメ チン鎖 を挟んでアニ
リン側は電子 ドナー性が高 く,5員 環側 は電子ア
クセプター性が高いので励起状態では5員 環側に
電子が多く集まる。本色素Rク ロモフォア(発色
団共役骨格,5員 環側)と 分子内に4級 の窒素原
子(N)と カルボキシル基アンカーを連結する炭
素がi個 あるモノメチ ンスチ リル色素でこの炭素
に水素原子(電 子吸引基)が 結合 している。電子
の移動は色素から基板に向かって生 じるためクロ
モフォア(発色団本体)と 基板 との距離を短 くす
る必要がある。可視光などを吸収 して励起状態に
なると電離 して分子 内の窒素 イオ ン(N+)と臭
素イオン(Br-)とで対イオンを形成す る。この
イオ ンにより組織液 を介 して細胞膜の電位状態が
変化す ると考えられる33)。
本実験で製作 した光電変換色素膜の赤外吸光分
析では色素結合後にカルボキシル基の消費とア ミ
ド結合の増強が確認され色素が結合 していること
が確認 された。紫外可視分光分析 における吸光特
性ではNk-5958の最大吸光波長である556nmと
比較 して紫外側380nm付近に遷移 してい るが,
発色団本体に構造変化 を生 じないので,PEに結
合 させたことにより変化 したと考えられる。光電
変換色素膜は複雑な電子回路の必要がないため埋
入手術時に破損する危険性がなく,電源装置が不
要なことが最大の利点である。 また,光電変換色
素膜の基板であるポリエチ レンは化学的に非常に
安定であるため生体内で分解 し副作用を生 じる可
能性が少なく,生体不活性であるため持続的な埋
入にも対応できると思われる。ポ リエチレン膜は
25μmと 従 来 のGTRメ ン ブ レ ン(200～
300μm)に比較 して薄 く,適応部位の歯肉 ・歯
槽粘膜に不必要な緊張 を生 じることがなく,メ ッ
シュ状に加工することにより組織液の透過性 を持
たせることも可能であり,縫合後の歯肉の裂開や
壊死なども回避できると考えられる。
従来の歯槽骨再生療法では骨補填材やGTRメ
ンブレンなどにより予定する骨の形態を作 り上げ
るが,自 然治癒力に頼った骨再生であるため自家
骨移植 を用いて も移植骨の吸収 を生 じていた34)。
移植後の骨量保持および形態維持には生理学的な
刺激 を適度な頻度で与える手段が必要である5)。
一方,ヒ トの骨組織では通常,骨 表面に存在す
る活性期骨芽細胞部は5%程度 と少な く破骨細胞
が;%で ほ とん どは休止期骨芽細胞(94%)であ
る35)。骨形成 には多くの骨芽細胞 を必要 とす るた
め何 らかの刺激で休止期骨芽細胞 を活性化 させる
か36),間葉系細胞から骨芽細胞への分化 を促進す
る必要がある24)。歯槽骨再生療法において骨代謝
を活性化するには,メ カニカルプォースを簡便に
かつ確実に作用 させる方法が必要 となる。
光電変換色素膜 は歯槽粘膜 を介 して可視光照射
を行 っことで電気刺激を与えるため,安 全かつ簡
便であると思われる。一般に電気刺激では,電 子
の移動 によ り陰極側で水酸化イオ ン(OH-)が
生成 され陽極側で水素 イオン(H十)が生成 され
る25)。また,電 気刺激による局所的な酸素の欠乏
とpHの 上昇により骨形成が誘導 され ると報告 さ
れている37)。また,組 織液 あるいは細胞質ゾルに
生 じた電 位 の傾 きに よ りプ ロ トン(H+)が
ATPaseに作用 しATPが生成 され,ATPはNa,K,
Caなどの ミネラルの細胞膜問移動において細胞
膜のイオンポ ンプを駆動する38)。網膜細胞では光
電変換色素 によってCa2+チャンネルの開閉が確
認 されている29～31)。細胞 内外のCa2+濃度 の差は
約1万 倍 あ り,Ca2+チャネル は細胞質 ゾル から
Ca2+を外界 に排出 してい る。通常,細 胞内Ca2+
は非常に低 くわずかなCa2+の流入でも濃度は大
きく変動 し,細胞外の変化が細胞膜 を介 して速や
かに伝達 され る機構 となっている38)。光電変換色
素膜による微少電気刺激により細胞膜の脱分極が
誘導 され,電 位依存性 イオンチャンネルの開口,
および,ATPを介 して細胞 内のイオ ン応答 タン
パク質 を活性化 させ る可能性が考えられる。ラッ
トの骨芽細胞様細胞の培養実験 において細胞数は
対照群に比較 して有意な細胞数の増加が見られた
ことより,光電変換色素膜の色素の発色団本体が
レーザー光 により励起状態 となり,イ オン化 した
分子により培養細胞の細胞膜に電位変化が惹起 さ
れて細胞増殖が活性化 されたと考えられる39)。
骨組織 に直接与 える電気刺激 はこれまでの研究
から数μA程度で有効であると考 えられ40),骨形
成は主に陰極側で著明であると報告されている19,37)。
本方法は増骨系細胞の細胞膜 に光電変換色素分子
のイオン化により直接電子が供給 されるため電流
を流す必要はなく,電離 したBr-は陰極 として細
胞膜に電位差を生 じさせ ると考えられる。
結
論
本研究で製作 した光電変換色素膜は,ポ リエチ
レンフィルムに光電変換色素が化学的に結合 して
いた。また レーザー光が電気的刺激に変換 され,
骨芽細胞に作用 し,細胞増殖を促進 したことが確
認された。以上のことから光電変換色素膜の生体
応用への可能性が示唆 された。
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